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Afdeling Contaminanten 1982-06- 03 
VERSLAG 82.58 Pr.nr. 404.0440 
Projekt: Inventariserend onderzoek naar het voorkomen van mycotoxinen 
Onderwerp: Het aflatoxine M1 gehalte in alternatieve- en gangbare 
melk 
Bijlage: RIKILT Intern Voorschrift nr. F 65. 
Doel: 
Vergelijken van het aflatoxine M1 gehalte in rauwe melk, afkomstig van 
vijf gangbare- en vijf alternatieve bedrijven. 
Samenvatting: 
In 30 monsters melk afkomstig van gangbare bedrijven en in 27 monsters 
melk afkomstig van alternatieve bedrijven 1.;rerd het gehalte aan afla-
toxine H1 bepaald. 
In 80% van de monsters afkomstig van gangbare bedrijven kon aflatoxine 
H1 1.;rorden aangetoond. De gevonden gehalten in de 30 monsters varieer-
den van< 0,005 tot 0,05 ~g/1 (mediaan 0,015 ~g/1). In 41% van de 
monsters afkomstig van alternatieve bedrijven kon aflatoxine M1 worden 
aangetoond. De gevonden gehalten in de 27 monsters varieerden van 
< 0,005 tot 0,13 ~g/1 (mediaan < 0,005 pg/1). 
Conclusie: 
In melk afkomstig van zm.;rel alternatieve- als gangbare bedrijven kan 
aflatoxine H1 worden aangetoond. Ondanks het feit dat bij de melk 
afkomstig van alternatieve bedrijven het percentage positief bevonden 
monsters en de mediaan kleiner is dan die bij de melk afkomstig van 
gangbare bed rijven, moet geconcludeerd 1mrden dat het begrip 
"alternatief" geen garantie is voor een lager aflatoxine M1 gehalte in 
de melk. 
Verant1mordelijk: ir L.G.H.Th. Tuinstra ) / ' 
~fede,.,erker/samensteller: H. Haasnoot L-Q 
Projektleider : H. Haasnoot Ct~ ( (.? 
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Inleiding: 
Aflatoxine B1 l-mrdt regelmatig in rundveevoeders aangetroffen. In 20% 
van de in 1980 onderzochte monsters rundveevoeder werd aflatoxine 
n1 gevonden . Het gehalte van de onderzochte monsters varieerde van 
< 0,004 tot 0,037 mg/kg , met een mediaanwaarde van < 0,004 mg/kg . Indien 
wordt aangenomen dat 2% van de aflatoxine B1 als aflatoxine M1 in de 
melk wordt uitgescheiden en dat bij een consumptie van 10 kg rund-
veevoeder, een koe 25 kg melk produceert, dan betekent dit, bij een 
gemiddelde besmetting met 2 ~g aflatoxine B1/kg voer , dat in de melk 
0,016 ~g aflatoxine H1/kg wordt gevonden en dat deze besmetting in 
extreme gevallen, bij een aflatoxine B1 gehalte van 20 ~g/kg, kan 
oplopen tot 0,16 ~g/1. 
Hat rmqyoeders betreft zijn er in de literatuur aanwijzingen voor een 
aflatoxine n1 besmetting maar het lijkt dat deze voeders geen duide-
lijke bijdrage leveren (2). 
Het aflatoxine H1 gehalte in de melk is dus sterk afhankelijk van de 
besmettingsgraad en de hoeveelheid van het gebruikte krachtvoeder. 
Om te kunnen beoordelen of er verschil is in het aflatoxine M1 gehalte 
tussen gangbare- en alternatieve melk \'ierden een aantal melkmonsters 
van zowel gangbare- als alternatieve oorsprong onderzocht. 
Monstername: 
In het kader van het vergelijkend onderzoek van alternatieve - versus 
gangbare melk (pr.nr. 404.0060) \'ierden, door het Consulentschap voor 
Helk\'iinning, Helkhygi~ne en Boerenkaasbereiding te Hageningen , in de 
periode mei 1981 t/m mei 1982 maandelijks melkmonsters genomen bij 
vijf alternatieve- en vijf gangbare melkleveranciers. 
Alleen de monsters genomen in de maanden september tot en met januari 
en de maand maart, \verden onderzocht op het gehalte aan aflatoxine H1 • 
Hethoden van onderzoek: 
In 1975 werd een methode voor het bepalen van het gehalte aan aflato-
xine MI in melk gepubliceerd (3). 
Deze methode werd tot nu toe, binnen de afdeling Contaminanten , toege-
past, indien monsters voor onderzoek \verden aangeboden (intern voor-
schrift nr. F23). 
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Nadien zijn er vele publikaties geschreven, waarbij de vloeistofchro-
matografie zijn intrede maakte en nieuwe extractietechnieken, zoals 
m.b.v. Extrelut of Sep-pak, werden toegepast. 
De LAC heeft voor het gehalte aan aflatoxine 111 in melk een richtlijn 
vastgesteld van 0,05 }.lg/1 en de Z\dtserse gezondheidsdienst heeft per 
1 januari 1982 toleranties gesteld voor aflatoxinen in voedingsmidde-
len waarbij melk 0,05 }.lg/1 en melk bestemd voor kinderen 0,01 }.lg/1 aan 
aflatoxine M1 mag bevatten. 
Bovenstaande in ogenschOUio7 nemend is een methode met een detectiegrens 
van 0,005 }.lg/1 gewenst. 
De methode volgens eerstgenoemde publikatie (3) voldoet aan deze de-
tectiegrens, maar is , vergeleken met de inmiddels verschenen methoden, 
be,o~erkelijk. 
Naar aanleiding van bovenstaande werd gezocht naar een snelle methode 
voor het bepalen van aflatoxine H1 in melk met een detectiegrens van 
0,005 }.lg/kg (4). 
Het Zuivelcontrole instituut te Leusden k\o~am, n.a.v. de lOF-question-
naire 2081/E(5) m.b.t. de bepaling van aflatoxine M1 in melk en kaas, 
met een variant op de door de IDF voorgestelde methode welke de detec-
tiegrens zou verbeteren van 0,025 }.lg/1 tot 0,01 }.lg/1. 
Deze methode, welke gebruik maakt van de extractie zoals genoemd in de 
IDF-methode (Stubblefield, 6) en vervolgens een clean-up en twee- di-
mensionale dunnelaagchromatografie, zoals beschreven door Tuinstra 
(3), \o~erd door ons nagewerkt. 
De detectiegrens was 0,01 }.lg/kg met een recovery van ca. 80% op het 
0,05 }.lg/kg niveau. 
Een nadeel echter is de toegepaste twee-dimensionale dunnelaagchroma-
tografie, welke vanwege het opbrengen van één monster per plaat een 
nadelige invloed heeft op de snelheid van de methode. 
Om deze reden \o7erd een ander detectiesysteem gezocht en \o~el met behulp 
van vloeistofchromatografie en fluorescentiedetectie. 
Door gebruik te maken van de extractie zoals door de IOF is 
voorgesteld en clean-up volgens Tuinstra (3), wordt een voldoende 
schoon extract verkregen om aflatoxine M1 in melk te kunnen bepalen 
m.b.v. reversed phase vloeistofchromatografie en fluorescentiedetectie 
met als detectiegrens 0,005 }.lg/1. 
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Het behulp van deze methode kan elke tien minuten een monsterinjectie 
plaatsvinden en mede door de snelle extractie en clean-up is het moge-
lijk om een groot aantal monsters (20 ä 30) per dag te screenen op een 
uitzonderlijk laag niveau (7). 
De eerste serie monsters verkregen in de maand september, werden onder-
zocht m.b.v. TLC met visuele bepaling. 
De overige monsters werden onderzocht m.b.v. het RIKILT Intern 
Voorschrift nr. F 65 (zie bijlage 1) (HPLC methode). 
Resultaten: 
De aflatoxine H1 gehalten in de melkmonsters verkregen van vijf gang-
bare melkleveranciers zijn vermeld in tabel 1 en de aflatoxine M1 ge-
halten in de melkmonsters verkregen van vij f alternatieve melkleveran-
ciers zijn vermeld in tabel 2 . 
Tabel 1 Aflatoxine H1 gehalte (}.lg/1) in melk verkregen van een vijf-
tal gangbare melkleveranciers 
Bedrijfno. september oktober november december januari maa rt gemiddeld 
H1 gehalte 
per bedrijf 
1 < 0,01 < 0,005 < 0,005 0,012 < 0,005 < 0,005 
2 0,05 I 0,049 0,023 0,020 I 0,020 0,032 
3 0,02 0,021 0,015 0,015 0,015 0 ,017 
4 0,01 0,015 < 0,005 0,012 0,015 0,010 
5 < 0,01 0,009 0,005 0,007* 0 ,017 0,005 0,009 
0,010 
0,010 
0,017 
0,008 
* Helk van vijf verschillende koeien. 
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Tabel 2 : Aflatoxine H1 gehalte (llg/1) in melk verkregen van een vij f-
tal alternatieve melkleveranciers 
Bedrijfno. sept ember oktober november december ! januari 
I 
6 < 0,01 < 0,005 < 0,005 < 0,005 
7 < 0,01 0,046 < 0,005 0,067 
8 0 ,03 0,020 0,005 n.t . b 
9 < 0,01 < 0,005 < 0,005 < 0 ,005*"~~ < 0,005 
< 0,005 
< 0,005 
< 0,005 
< 0,005 
10 0,01 
* 
0,007 0,018 
n.t.b. Niet te bepalen vanwege interferentie op de H1 plaats. 
* Geen monster ontvangen. 
** Helk van vijf verschillende koe ien. 
rnaart 
0 ,01 5 
o, 130 
0 , 045 
< 0 , 005 
* 
Naar aanleiding van het hoge aflatoxine H1 gehalte in de melk , in de 
maand maart , van bedrijf no. 7, ~o1erden een aantal krachtvoeders van 
dit bedrijf onderzocht op he t gehalte aan aflatoxine n1 en teve ns een 
nieuw genomen melkmonster onderzocht op het gehalte aan aflatoxine M1• 
De resul taten zijn vermeld in tabe l 3. 
Tabel 3 Aflatoxine n1 gehalte in krachtvoeders en aflatoxine M1 ge-
halte in de melk afkomstig van he t alternatieve bedrijf no. 7 
RIKILT-nr. Codering Aflatoxine B1 gehalte 
15320 krachtvoeder 179614 0,010 mg/kg 
15321 krachtvoeder 178748 0,018 mg/kg I 
15322 krachtvoeder 183919 < 0,005 mg/kg I 15323 krachtvoeder 180316 0,010 mg/kg 
15324 krachtvoeder 180824 0 ,016 mg/kg I 
15325 melk aflatoxine M1 I 0,11 ll&l 1. I 
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gemiddeld I M1 gehalte 
per bed rijf 
< 0,005 
0 ,049 
0,025 
< 0 ,005 
0,012 
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Discussie: 
Van de 30 melkmonsters afkomstig van gangbare bedrijven kon in 80% van 
deze monsters aflatoxine H1 ~o~orden aangetoond en van de 27 melk-
monsters afkomstig van alternatieve bedrijven kon in 41% van de 
monsters aflatoxine M1 worden aangetoond. 
De gevonden gehalten in de 30 monsters , afkomtig van gangbare bedrij-
ven, varieerden van < 0,005 tot 0,05 ~g/1 met een mediaanwaarde van 
0 , 015 ).lg/1. 
De gevonden gehalten in de 27 monsters afkomstig van alternatieve 
bedrijven, varieerden van < 0,005 tot 0,13 ).lg/1 met een mediaanwaarde 
van < 0,005 ).lg/1. 
Bij slechts één bedrijf, het alternatieve bedrijf no. 9 , werd tijdens 
de gehele proef geen aflatoxine M1 in de melk aangetoond (< 0,005 
).lg/1) . 
De door de LAC voorgestelde tolerantie van 0,05 ).lg/1 werd, bij één van 
de alternatieve bedrijven , tweemaal overschreden (resp . 0,067 en 0,130 
).lg/1). 
Van dit alternatieve bedrijf werden een aantal krachtvoeders onder-
zocht op het geltalte aan aflatoxine B1 • Het gemiddelde gehalte bedroeg 
0,011 mg/kg. In een bij dit bedrijf opnieuw genomen melkmonster werd 
voor aflatoxine M1 een ge hal te gevonden van 0,11 ).lg/ 1. De hoge con-
taminatie van de melk met aflatoxine M1 is te verklaren door de hoge 
contaminatie van de krachtvoeders met aflatoxine B1• 
Conclusie : 
In melk afkomstig van zowel alternatieve- als gangbare bedrijven kan 
aflatoxine H1 ~wrden aangetoond. Ondanks het feit dat bij de melk 
afkomstig van alternatieve bedrijven het ~rcentage positief bevonden 
monsters en de mediaan kleiner is dan die bij de melk afkomstig van 
gangbare bedrijven, moet geconcludeerd worden dat het begrip 
"alternatief" geen garantie is voor een lager aflatoxine H1 gehalte in 
de melk . 
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Intern voorschrift nr. F 65 
1e oplage (1981-11-23) 
,. 
Een snelle methode voor het bepalen. van aflatoxine Mr in melk m.b.v. 
reve~sed-phase vloeistofchromatografie en fluorescentiedetectie. 
Verzendlijst: afd. normalisatie/harmonisatie, bibliotheek (15), 
Buizer, afd. Contaminanten (5x) 
F65 
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Intern voorschrift nr. F 65 
1e oplage (1981-11-23) 
Een snelle methode voor het bepalen van ·aflatoxine MI in melk m.b.v. 
reversed-phase vloeistofchromatografie en fluorescentiedetectie. 
1. Inleiding: 
Aflatoxine is een carcinogeen mycotoxine dat onder andere wordt 
geproduceerd door schimmels van het geslacht Aspergillus voor-
namelijk flavus. Deze schimmels kunnen zich in veevoeders ont-
wikkelen, vooral wanneer hierin grondnotenmeel is verwerkt. 
Ca. 2% van het aflatoxine Br kan in de vorm van aflatoxine MI, via 
de koe, in de melk worden uitgescheiden. 
2. Principe: 
Melk wordt, na toevoegen van een verzadigde natriumchlorideoplos-
sing, geextraheerd met chloroform. 
Het extract wordt d.m.v. kolomchromatografie gezuiverd. 
De bepaling wordt uitgevoerd m.b.v. reversed-phase vloeistofchro-
matografie, op een Lichrosorb RP18 kolom, en fluorescentiedetec-
tie. 
De methode is bruikbaar tot een niveau van 0,005 ~g/1 met een ge-
middelde recovery, op 0,05 ~g/1 niveau, van 76%. 
Met behulp van 2 dimensionale dunnelaagchromatografie kan een be-
vestiging plaatsvinden. 
3. Reagentia: 
Alle reagentia dienen voor zover niet anders vermeld van analy-
tisch zuivere kwaliteit te zijn. 
3.1 Chloroform. 
3.2 Verzadigde oplossing van natriumchloride (p.a.) in water. 
3.3 Ether. 
3.4 Natriumsulfaat, watervrij. 
3.5 Methanol. 
3.6 Acetonitril. 
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3.7 Silicagel voor kolomchromatografie, Merck 60,,0,063- 0,20 mm art. 
7754, welke gedurende 1 nacht is gedroogd bij 150°C en · waaraan, 
na afkoelen, 2% wate~ wordt toegetoegd. 
Laat de silicagel gedurende 1 nacht stabiliseren. 
3.8 Standaardoplossing aflatoxine M1 (RIV) in chloroform 20 ~g/ml, 
inhoud ampul 2,5 ml. 
Breng de inhoud van de ampul kwantitatief over in een maatkolf 
van 50 ml en vul aan met chloroform. 
Bewaar deze oplossing koel in het donker, goed afgesloten en in 
aluminiumfolie gewikkeld. 
Laat voor gebruik de maatkolf op kamertemperatuur komen. 
3.9 Verdunde standaardoplossingen van aflatoxine M1• 
Pipetter 1, 2, 2 en 4 ml van de standaardoplossing zoals beschre-
ven bij 3.8 in maatkolven van resp. 200, 200, 100 en 100 ml. 
Damp de chloroform af in donker m.b.v. een inert gas en vul de 
maatkolven tot de streep met een mengsel van acetonitril en water 
(25:75). De concentraties van deze standaardoplossingen zijn: 
0,005; 0,01; 0,02; en 0,04 ~g/ml. 
Bewaar deze oplossingen in het donker bij kamertemperatuur. 
3.10 Inertgas, b.v. stikstof. 
3.11 Chloorbleekloog 1%, voor het reinigen van glaswerk. 
3.12 Aceton. 
3.13 Isopropanol. 
3.14 Verdunde zwavelzuuroplossing (50%). 
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4. Toestellen, glaswerk en hulpmiddelen 
,. 
4.1 Scheitrechters van 5QO ml. 
4.2 Chromatografiekolo~en, glas 500 x
1 
7 mm, ~inw. 
4.3 Rondbodemkolven van 2SO ml. 
4.4 Rotatievacuumverdamper. 
4.5 Waterbad, T=50°C. 
4.6 Mikro-injectiespuiten van 50 ~1 en 20 ~1. 
4.7 DC-Alufoliën kieselgel 60 platen, Merck art. no. 5553. 
4.8 Indampbuizen, ca. 10 ml. 
4.9 Ultravioletlamp voor straling met een gQlflengte van 360 nm. 
4.10 Chromatografietank, 10 x 10 x 5 cm. 
4.11 Vloeistofchromatograaf met Valco (7000 psi) injectiekraan: 
injectievolume : 20 ~1 
kolom 
eluens 
flow 
detector 
ruisfilter 
4.12 Vortex-mixer. 
4.13 Glaswol. 
4.14 Vouwfilters. 
F65.3 
: . 5 ~ RP-18, lengte 15 cm, id. 4,6 mm en u.d. 6,4 mm 
acetonitril/water (25/75) 
1 ml/min 
Waters 420 fluorescentiedetector 
.A ex 3 60 nm en A em > 4 20 nm 
Spectrum 1021 (cut-off fre,. 0,01 en Gain 1). 
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5. Werkwijze: . 
Ter controle moet bij elke serie · ~onsters eert blanco chemicaliën 
en een monster+ toevoeging (0,05 .ppb) worden meegenomen. 
5.1 Extractie: 
Plaats de monsters, de verzadigde natriumchlorideoplossing en de 
chloroform gedurende ca. 12 uur in een koelcel van 0°C• 
Breng 100 ml gehomogeniseerde melk (0°C), 20 ml verzadigde na-
triumchlorideoplossing (0°C) en 250 ml chloroform (0°C)(=V1) in 
een scheitrechter van 500 ml en schud gedurende 1 minuut. 
Breng, na ontmenging van de fasen, de chloroformfase (onderste) 
in een Erlenmeijer waarin ca. 10 g natriumsulfaat aanwezig is. 
Sluit de Erlenmeijer en schud om de 5 minuten. 
Filtreer, na ca. 15 min, de chloroform over een vouwfilter in een 
maatcylinder van 25.0 ml en noteer het vol,ume (aV2). 
Breng de chloroform over in een rondbodemkolf van 250 ml en damp 
in tot droog, m.b.v. een roterende vacuumverdamper bij 40°C. 
5. 2 ~o_!.o~ ~l!.a!!.-~p: 
Breng onderin een chromatografiekolom een propje glaswol en ver-
·volgens 5 ml, met natriumsulfaat gedroogd, ether en 1 g silicagel 
F65.4 
(3.7). 
Meng m.b.v. een roerstaaf tot de silicagel geheel in de ether is 
opgenomen en spoel de wand na met ca. 2 ml gedroogd ether. Breng 
1 g natriumsulfaat in de kolom en spoel de wand na met ca. 2 ml 
gedroogd et her. 
Laat de ether af tot 0,5 cm boven de natriumsulfaatlaag. 
Los het residu verkregen bij 5.1 op in 5 m1 gedroogd ether en 
breng over op de kolom. Spoel de rondbodemkolf met 2 x 5 ml ge-
droogd ether en breng over op de kolom. 
Laat de ether af tot ca. 0,5 cm boven de natriumsulfaatlaag. 
Breng nogmaals 5 ml gedroogd ether op de kolom, laat deze af tot 
ca. 0,5 cm boven de natriumsulfaatlaag en verwijder de geelueerde 
fracties. 
Elueer het aflatoxine M1 met 10 ml chloroform/methanol (95/5) en 
vang het eluaat op in een puntbuis. 
Damp het eluaat in tot droog, bij 50°C, m.b.v. een inert gas. 
Spoel de wand van de puntbuis met ca. 1 ml chloroform en damp 
nogmaals in tot droog. 
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5.3 Vloeistofchromatografie: 
- ------- - - - - , 
F65.5 
Inje~teer achteree~~olgens 20 ~l · . van de standaardoplossingen zo-
als vermeld bij 3.9, wat overeenkomt met resp. 0,1; 0,2; 0,4 en 
I 
0,8 ng aflatoxine MI; in de vloeistofchrom~tograaf onder de bij 
4.11 beschreven condities. 
Maak een ijklijn door van de pieken het oppervlak (in mm2) te me-
ten en deze gevonden waarden uit te zetten op de Y- as tegen de 
geinjeeteerde hoeveelheden aflatoxine MI in naoogrammen op de 
X-as. 
Neem het residu verkr egen bij 5.2 op in 80 ~1 eluens ( ~V3) en ho-
mogeniseer gedurende ca. 30 sec. m.b.v. een mixer (4.12). 
Injecteer 20 ~1 ( • V4) van het monstere~tract. 
Indien het monsterextract een piek vertoont met gelijke retentie-
tijd als aflatoxine MI, waarvan het oppervlak groter is als die 
van de hoogste standaard, moet het monst~rextract zodanig worden 
' 
verdund dat het piekoppervlak binnen de ijklijn valt. 
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Berekening: , 
0 
Het gehalte aan aflatoxine M1 in melk (ug/1) . wordt berekend met 
de volgende formule:· 
(Y-B) x Vl x V3 . 
a G x V2 x V4 
Waarin: 
Y a oppervlakte van de piek (mm2) 
B = afsnede van de Y-as (mm2) 
a = richtingscoefficient van de ijklijn (mm2/ng) 
Vl a volume toegevoegde chloroform tijdens de extractie (ml) 
V2 a volume chloroform na filtratie (ml) 
V3 = volume waarin het eindextract zich bevindt (ul) 
V4 a injectievolume van het monster (ul) 
G =hoeveelheid melk in bewerking genomen (ml). 
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Bevestiging: ,. 
\Na de vloeistofchrom~tografische scheiding b~ijft er 60 pl 
monsterextract over. · 
Dit extract wordt drooggedampt bij 40°C m.b.v. een inert gas en 
o~genomen in 50 pl chloroform. 
Hiervan wordt 30 plop een dunnelaagplaatje (4.7) gebracht van 
5 x 6,5 cm (punt A, zie figuur lA). 
Het plaatje wordt in de eerste looprichting ontwikkeld met een 
mengsel van diethylether-m~thanol-water (94,5:4,5:1,5) in een 
verzadigde ontwikkeltank. 
De ontwikkeltijd is. 5-7 minuten. 
Na 10 min drogen bij kamertemperatuur wordt bij punt B 1 ng afla-
toxine Mx standaard opgebracht en wordt het plaatje in de tweede 
lo?prichting geelueerd met een mengsel van chloroform-aceton-iso-
propanol (85:10:5) in een onverzadigde ontwikkeltank. 
De ontwikkeltijd is ca. 15 minuten. 
Na drogen bij kamertemperatuur wordt het plaatje onder U.V. - licht 
van 360 nm bekeken. 
Bij positieve monsters (gehalte > 0,005 pg/1) worden twee blauw 
fluorescerende vlekjes waargenomen (fig. lB) 
Na besproeien met een 50% zwavelzuuroplossing verandert de fluor-
escentie van blauw naar geel. 
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Opmerking: 
,. 
Bij het werken met aflatoxinestandaarden dient wegens de grote 
. I . . 
toxiteit de nodige voorzichtigheid in acht genomen te worden. 
Het glaswerk dat in aanraking ia geweest met aflatoxine moet met 
chloorbleekloog worden gereinigd om het aflatoxine te vernieti-
gen. 
Verantwoordelijk: ir L.G.M.Th. Tuinstra ·~ 
Samensteller w. Haasnoot 
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Ha/YL 
' 'fi'g ~ 2: Injectie van 20 ml melk op een Lichros orb RP18 kolom met als c luens · 
acetonitril/water (25/75) en een fluorescentiedetector ~ ex 360 nm 
en x·em >420 nm. 
a) 20 ml melk (0,010 ~g/1) 
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b) 0,4 ng standaard 
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